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　Isothiocyanates (ITCs) are contained as glucosinolates in 
cruciferous plants such as Wasabia japonica (wasabi) and 
broccoli. Numerous studies have shown that ITCs have 
beneficial effects in our body such as induction of 
detoxification enzymes and inhibitory effects on cancer cell 
growth. The biological activities of ITCs are considered to 
be triggered in the reaction of ITC with thiols to form an 
unstable thiocarbamoyl adduct. On the other hand, ITCs are 
also known to react with amino moieties stably under 
alkaline pH. However, the reaction of ITCs with amino 
moieties under physiological conditions has not been 
explored fully. Therefore, we investigated the reactivity of 
allyl ITC (AITC) with amino groups under neutral 
conditions. When AITC was incubated with bovine serum 
albumin (BSA) as a model protein in a phosphate buffer 
(pH 7.4), amino groups were decreased. In addition, AITC-
modified Nα‒benzoyl-glycyl-L-lysine (BGK) with a 
Nε‒thiocarbamoyl linkage was detected by incubation of 
AITC and BGK in the buffer. To verify the transformation 
of ITC from predominant target ‘thiol’ to amine, synthetic 
AITC‒modified Nα‒acetyl-L-cysteine (NAC) was incubated 
with BGK. The AITC‒Lys adduct was generated in a time-
dependent manner, while AITC‒NAC adduct was degraded. 
Furthermore, AITC‒Lys adduct was detected from the 
mixture of AITC‒NAC and BSA using a novel anti‒AITC‒
Lys monoclonal antibody. Thus, the adduct of ITC and Lys 
residue may be a useful tag for identification of ITC target 
molecules.






















表的な ITC として，わさびに含まれる allyl ITC（AITC）
や₆︲methylsulfinylhexyl ITC（₆ MSITC），洋からしに含
まれる benzyl ITC（BITC），クレソンの phenethyl ITC
（PEITC），ブロッコリーの sulforaphane（SFN, ₄︲meth-
ylsulfinylbutyl ITC）などがある（Fig. ₁ ）．これら ITC
類によるがん抑制効果は，解毒酵素の誘導やがん細胞の
増殖抑制によることが示唆されている．最も広く知られ
ている ITC の機能性発現機構に Keap ₁︲Nrf ₂ システム
がある．通常時，転写因子である Nrf ₂ は Keap ₁ の制御
下にありプロテアソームによる分解を受ける．しかし，
ITC 存在下では，ITC の NCS 基と Keap ₁ の SH 基が反
応することで Keap ₁ から Nrf ₂ が解離し，その解離した
Nrf ₂ は核内へ移行し第二相薬物代謝酵素群を誘導する
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Fig. 1 Chemical structure of ITCs.
ことで生体防御として働くと考えられている₂，₃）．ITC と
タンパク質 SH 基の反応は，その他にも，BITC と tubu-
lin の Cys 残 基 と の 反 応₄）や ₆ MSITC とα︲actin や









じる．しかしながら，生体条件下での ITC と NH₂ 基の
化学的反応性については十分に検討されていなかった．















　AITC と bovine serum albumin（BSA）を₀.₁ Ｍリン
酸緩衝液（㏗ ₇.₄）中で₃₇℃，₂₄時間反応させた．遊離
NH₂ 基の定量として，AITC 処理 BSA と ₂, ₄, ₆︲trinitro-
benzenesulfonic acid sodium salt dihydrate（TNBS）を
₁ 時間反応し，₃₄₀ nm の吸光度を測定した．また，AITC
により付加修飾されているアミノ酸を確認するため，
AITC 修飾 BSA を peptidase および protease 処理し，
liquid chromatography-tandem mass spectrometry（LC︲
MS/MS）による測定を行った．
AITC 修飾 Lys の分析及び同定








　キャリアータンパク質として keyhole limpet hemocy-
anin（KLH）を用い，これと AITC の反応産物を免疫源
とした．また，抗体価の確認およびキャラクタライズの
ため，AITC 修飾 BSA も同様に作製した．得られた免疫






ク質，ITC︲Lys 付加体および ITC 類縁体との反応性の
確認を ELISA 法により行った．
AITC とタンパク質 Lys 残基との反応生成物の検出
　AITC と glyceraldehyde︲₃︲phosphate dehydrogenase
（GAPDH）を₀.₁ Ｍリン酸緩衝液（㏗ ₇.₄）中で₃₇℃，₂₄
時間反応させた．反応液は，電気泳動後，Western blot-
ting を行い，抗 AITC︲Lys 抗体を用いてタンパク質中に
AITC︲Lys 付加体が生成されているか確認を行った．ま
た，GAPDH 中の遊離 SH 基量を測定するため， ₅，₅ʼ︲ 
dithiobis︲（₂︲nitrobenzoic acid）（DTNB）と GAPDH を₁₅
分間遮光しながら室温で反応させ，反応液を₄₁₂ nm で測
定した．遊離 SH 基濃度はモル吸光係数（₁₄₁₀₀ M︲₁ L︲₁）
より求めた．
SH基からNH2基への ITCの転移検討




測定した．さらに，AITC︲NAC と BSA を反応させ，タ
ンパク質 Lys 残基と AITC の付加体の形成を確認した．
結果と考察
　AITC のタンパク質への修飾を確認するため TNBS
アッセイを行ったところ，AITC 濃度依存的に BSA 中の
遊離 NH₂ 基が減少し，₂₀ mM の AITC 暴露により約₇₀
の NH₂ 基が減少した．そこで，どのアミノ酸が修飾され
ているか確認するため，AITC 処理 BSA を peptidase お
よび protease により酵素的に加水分解し LC︲MS/MS
で分析した結果，AITC と Lys の付加体と考えられる物
質が検出された．さらに，AITC により修飾された Lys






で，そのピークを HPLC にて分取・精製し，₁H︲NMR に




　AITC︲BSA 付加体の酵素処理から AITC︲Lys の存在
を確認したが，タンパク質を分解することなく ELISA









（Fig. ₃ ）．本抗体を用いて，GAPDH 中の Lys と AITC
の付加反応を検討した．GAPDH には，ITC が優先的に
反応すると考えられる SH 基が ₁ 分子に ₄ つ存在する．
このような条件下においても Lys との付加反応がなさ
れるか検討した．その結果，約 ₁μM の AITC 処理により
GAPDH 中の Lys と付加体を形成することが確認でき
た．用いた反応液中には DTNB 法により GAPDH に由
来する約₁₀μM の遊離 SH 基が存在しており，それより低
濃度の AITC 処理でも Lys 付加体が生成されることが
わかった．
　上述したように，ITC と SH 基との反応は不安的ある
ため，一度 SH 基と反応しても，再度遊離の ITC になる
と考えられる．実際に，ITC︲SH 基付加体の ITC は生理
条件下において遊離 SH 基があると容易に転移すること




（Fig. ₄ A）．LC︲MS/MS での定量により，₂₄時間で₁₅₀ nM
の AITC︲BGK が生じていた．さらに，AITC のタンパ
ク質への転移を検討するため，AITC︲NAC と BSA を中
性条件下で反応させた．BSA 中の AITC︲Lys 付加体を
免疫化学的に検出したところ，AITC︲NAC 濃度依存的
に吸光度の増加が確認できた（Fig. ₄ B）．従って，タン
パク質分子においても低分子同様に SH 基から NH₂ 基
への AITC の転移反応が起こることを明らかにした．以
上より，ITC は優先的に Cys 残基と反応するものの，そ
の反応は不安定であるため，解離した ITC が Cys 残基近
傍の Lys 残基と反応し安定な付加体を形成すると考え
た（Scheme ₁）．すなわち，生体内において Lys 残基も
ITC の標的である可能性を示唆した．実際に，AITC に
よる TRPA ₁ 活性はＮ末端側の Cys 残基と反応するこ
とによると示されているが，Cys 残基近傍の Lys 残基の
関与も報告されている₈）．また，PEITC がマクロファー
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Fig. 2 （A）HPLC chart of reaction mixtures in the phosphate 
buffer. （B） Chemical structure of AITC-modified BGK. 
Reprinted with permission from Nakamura et al., Chem. 















Fig. 3 Characterization of the antibody to AITC-Lys. Reprinted 
with permission from Nakamura et al., Chem. Res. 
Toxicol., 22, 536-542, 2009. Copyright 2009 American 
Chemical Society.
いる₉，₁₀）．さらには，ITC 含有食品摂取後，血漿中タンパ
ク質の Lys 残基と ITC が付加体を形成していることが
報告されている₁₁）．Lys 残基への ITC 付加はタンパク質
の構造や機能変化を引き起こす可能性があるため，ITC
の生理活性に貢献している可能性が十分に考えられる．
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Fig. 4 （A） Formation of AITC-Lys during the incubation of AITC-
Cys with Lys. （B） Generation of AITC-Lys during the 
incubation of AITC-NAC with BSA.
